



































ある ことが解明 されて い る6)。このGPCRフ ァ ミ
リー の中 に は,TIR(Taste　R ceptor　type1)ファ
ミリー と呼 ばれ る3種の タンパ ク質T1R1,　T1R2,
T1R3がある。 それ らはヘ テロニ 量体 を構成 して,
味覚 受容 に関与 す るこ とが知 られ てい る。T1R1/
T1R3のヘ テロニ量体 はア ミノ酸 や旨味 の受容 を,
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るといわれている1～5，7～10)。
　味覚受容 に関与するGタ ンパ ク質共役型受容
体には代謝性グルタメー ト受容体(mGluRs)が
ある。 この受容体 はL一 ア ミノ酸によく応答す
ることから旨味の受容に関与 しているといわれる。
　味覚受容には,味 細胞の細胞膜特有 に存在 し,
味覚 受容 体 と共 役 す るGタ ンパ ク質 で あ る










方,シ ナプス小胞 を持つ明細胞で,神 経終末と結
合 している細胞はIII型細胞 と呼ばれている。上記





は近年大 きな進展が見 られ種々の報告がな されて
















組織化学の技術 を採用 して検討 した。味覚機能の
2011
Fig.1　Nucreotide　sequence　primers　used　for　PCR
発 現 の 指 標 と し て は,T1Rsフ ァ ミ リ ー,
α-gustducin,味覚 受 容 体 で あ るmGluRと
PGP9.5を使 用 して お こな っ た。 味蕾 の形 成 は,
軟 口蓋 が14日,茸 状 乳頭 が16日,有 郭乳 頭で は,
出生 前 に始 まっ た。T1Rsフ ァ ミリー は,味 蕾 が
形成 され る前 に発現 した。軟 口蓋 において は,味
の変換 に関与す るmGluRと αガス トデ ューシ ン
の 発現 を胎 生14～16日間 に確 認 した。 味覚 器 の
発 現 の 順 序 は,味 蕾,PGP9.5,α－gustducin,
mGluRそれぞ れ,軟 口蓋,茸 状 乳 頭,最 終 的 に
有郭 乳 頭 に出現 した。大 臼の萌 出 と同 じ期 間 に,
舌 にお ける味覚機 能 が発現 す るこ とは,離 乳 期 に
備 えて有 効で あ ると示 唆 され た。
材料と方法
　 1.実 験 動 物
　実験動物には,5週 齢の雌性,雄 性マウス(日
本クレア社,東 京)各10頭をカップ リングさせて
生 じた,胎 生8日 ～生後21日のマウスを時系列







ウスから口蓋 と舌を採取 した。採取 した材料は,
4%パ ラホルムアルデヒ ド固定液0.1Mリン酸緩
衝生理食塩水(PBS　pH　7.2)にて溶解 させ,4℃




　 　 　 F-14(a),F-16(b),　F-18(c),　PN-1(d)Bars:(a):20μm,(b):30μm,(c):30μm,(d):40μm
　 　 　 Abbreviation:F-14,　the14th　fetal　days;F-16,　the　16th　fetal　days;F-18,18th　fetal　days;PN-1,the
　 　 　 postnatal　1th　day.
ル コール脱水,パ ラフ ィン包埋 を行 い,ミ クロ トー
ム に よ る5μmの 薄 切切 片 を作 製 した。 切 片 に
HE染 色 を行 ってか ら,舌 と軟 口蓋 組織 の形態 的
変 化 を顕微鏡観 察 した。
　 2)遺 伝 子工学的実験(RT-PCR法)
　 マウスの味蕾上皮組織 のmRNAを 種 々の時期 に
抽 出 し(Quick　Prep　TM icro　mRNA　Purification
Kit,　GE　Healthcare,東京),　RT-PCR法により目
的のcDNA断 片 を得 た。
　 また,胎 仔で は各乳 頭部位 の上 皮だ けの分 離 は
困難 なた め,便 宜 上,舌 粘 膜 と軟 口蓋粘 膜 か ら
mRNAを それ ぞれ抽出 して実験 を行 った。
　(1)プライマ ーの設 計
　RT-PCRに用 い た プ ラ イ マ ー は,マ ウ ス の
T1Rsファ ミ リー のT1R1とT1R2とT1R3の 塩
基 配列 に対 して,フ ォ ワー ド ・プ ラ イマ ー(FP)
とリバ ース ・プ ライマ ー(RP)を作製 した(Fig.1)。
なお,こ れ らは,成 獣 マ ウスか ら採取 し,い ずれ
も少な くとも1つ の イン トロ ンを含 むよ うに設計
した。
　(2)PCRの条件
　 胎 生8日 以 降 の舌,軟 口蓋粘 膜 か ら抽 出 した
(3)
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Fig.5 The　time　line　of　expressions　for　T1R1,　T1R2　and　T1R3　family　in　soft　palate(A)and　the　tongue(B),
　 　 　 Control:(C),　Marker:(M).　Arrows　indicate　T1R1,T1R2　and　T1R3　from　left　o　right　in　each　photo,
　 　 　 respectively.
　 　 　 Abbreviations:F-8,　the8th　fetal　days;F-11,the　llth　fetal　days;F-16,　the　10th　fetal　days;F-18,　the
　 　 　 18th　fetal　days.
poly(A)+RNAに対 して,　One-Step　RT-PCR　Kit
(136232861,QUIAGEN,東京)を 用 い てPCR
を行 った。
　95℃5分 のRTを 行 っ て か ら,30サイ クル の
PCRを 行 った。 各サ イクル は95℃を1分,58～
59℃の アニー リング を1分,72℃ を2分 と した。
なお,ア ニ ー リングの温 度 は,予 備 実 験 によ り
58～59℃とした(図1)。
　(3)電気泳動によるPCR産 物 のスクリーニング
PCR産 物で あ るDNA断 片 は,ア ガロースゲル
電気泳 動 によって分離 し,目 的のT1R1(547bp),
T1R2(600bp)およびT1R3(421bp)のDNA断片
を確 認 した。 なお電 気泳 動 に は,1.5%アガ ロー
スゲル とTBE(Tris,　borate,　EDTA)バ ッフ ァー
を用 いた。
　 3)免 疫 組織 化学実験
　組織学 的検討 と同様 に,麻 酔後,舌,口 蓋 を摘
出 し,固 定,脱 水,包 埋 を行い薄切 切片 を作製 し
た。
　 α－gustducinとmGluRs(metabotropic
glutamate　receptors)の存 在 を検 定 す るた め に,
anti－α gustducin(Gαgust,I-20,　Santa　CruzBio.
Inc,　USA)とanti-mGluR4(H-40,　Santa　Cruz
Bio.　Inc.)を一次抗体 として使 用 した。
　味蕾 の Ⅲ型細 胞の 出現 を確 認す るため に,神 経
要素 のマ ーカ ーでanti-rabbit　IgGによる標 識 を
行 った。 さ らに,味 細胞 のIII型細胞(あ るいはパ
ラニュ ーロ ン)と 味覚情 報の伝達 に関わ る神 経の
存在 を検 討す るた めに,protein　gene　product　9.5
(PGP-9.5,　RA95101,　Ultraclone,　USA)を使用 した。
(5)
















Vol.38　　No　3 マウスの舌および軟口蓋における味覚受容器の発生過程:加 川ほか 109
Fig.7 mGluR　immunolabeling　in　the　mouse　soft　palate(SP)fungiform　papillae(FP),　andcicumvallate
　 　 papillae(CP)at　different　age　of　the　fetus　and　postnatal.　Bars:30μm　 fetuses　of　SP:40μm
　 　 CP　and　the　postnatal　ofSP:50μmin　 FP.
　 　 Abbreviations:F-11,the　llth　fetal　days;F-16,　the　16th　fetal　days;F-18,　the　18Th　fetal
　 　 days;PN-10,　the　10th　postnatal　days;PN-18,　the　18th　postnatal　days.
　 一次抗体 の反応 は,い ずれ も4℃ で24時間反応
させて行 い,洗 浄 後,anti－α－gustducinとanti-
mGluR4の二 次 抗 体 と して は,200倍希 釈 の
Alexa　FluorR　488色素 で 標 識 した ヤ ギ抗 ウサ ギ
IgG抗体(A11008,　Invitrogen,　USA)を4℃ で24
時 間反応 させた。 また,PGP9.5染色 の二 次抗 体
と し て は,Cy3標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギIgG抗 体
(Jackson,　USA)を50倍希釈 して使 用 した。
　 二 次抗体 との反応 後,PBS洗 浄 を行 ってか ら,
VECTASHIELD　Mounting　Medium(VECTOR
Laboratories　Inc,USA)にて封 入 し,蛍 光顕 微鏡
にて検鏡 した。 なお,切 片の洗浄 お よび抗 体の希
釈 には0.1%Tween　20(Sigma　aldrich　Japan,東
京)含 有 の0.1M　PBS(pH7.2)を用 いた。
　 3)歯 胚 と歯牙萌 出状況 の観察
　 エ ーテル によ る安 楽死 の後 に採取 した,胎 生8
日～ 出生 後21日まで の マ ウス下 顎 骨 のエ ック ス
線 写 真 を 軟 エ ッ ク ス 線 発 生 装 置(Sofron,
SRO-M40,東京)に よ り撮影 した。撮 影条件 は,




軟 口蓋では,胎 生14日前後から既 に味蕾の形成
が始 まり(Fig,2a),胎生18～20日では味蕾 に特
徴的なフラスコ状形態が形成 された(Fig.2c)。生
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Fig.8　PGP9.5　immunolabeling　in　the　mouse　soft　palate(SP)fungiform　papillae(FP),　and　cicumvallate
　 　 papillae(CP)at　different　age　of　the　fetus　and　postnatal.　Bars:30μm fetuses　of　SP　and　FP:
　 　 40μmCP　 and　the　postnatal of　FP:50μmin　the　postnatal　ofSP.
　 　 Abbreviations:F-14,　the　14th　fetal　days;F-16,　the　16th　fetal　days;F-18,　the　18th　fetal　days;
　 　 PN-1,the　1st　postnatal　days;PN-10,　the　10th　postnatal　days;PN-18,　the　18th　postnatal　days.
が認 め られ る よ うに な り,生 後15日で は,成 熟
した味蕾 の数 が急 激 に増 加 し(Fig.3b),生後18
日には,成 獣 マ ウス とほぼ同数 の味蕾数 が確 認 さ
れた(Fig.3c)。
　 3)茸 状 乳頭の味蕾
　茸 状乳 頭 の 味蕾 は胎 生16日頃 に形 成 が 始 ま り
(Fig.4a),生後1日 目には成 熟 が開始 され た もの
と思われ た(Fig.4c)。
　 2.T1Rsファ ミリーの発現
　T1Rフ ァ ミリーのmRNAの 発現 は,同 時期 の
胎生11日頃 よ り軟 口蓋 と舌 に確 認 で きた が(Fig.
5),軟口蓋 におい ては,舌 におけ る結果 よ り強 く
発現 してい た。
　 3.α －gustducinの発現
　軟 口蓋 で は,α-gustducinの発現 が胎 生14日
に見 られ,今 回観 察 した三つ の部位 の 中で は最 も
早 く発現 した。胎生18日では,そ れ以 前 と比べ,
α－gustducinの発現強度 が増 加 した。
　 有郭乳 頭で は,胎 生18日にお いて α－gustducin
の 発現 が 認 め られ た。 また,生 後10,11日頃 か
らの味 蕾 数 の増 加 に伴 い,α －gustducinの強 い
陽性反応 が確認 された(Fig.6,　PN-10　PN-18)。
　 茸 状 乳 頭 で は,胎 生16日に α－gustducinの発
現が確認 され た(Fig.6 FP　F-16)。
　 4.mGluRsの発現
　 軟 口蓋 で は,胎 生14日よ りmGluRsの陽 性反
応 が確 認 され,胎 生18日に は,味 孔付 近 に明確
な陽性反応 が観察 された。
　 有郭 乳頭で は,胎 生18日にmGluRの 局在が確
認 され(Fig.7,　CP),茸状 乳頭 で は,胎 生16日か
らmGluRsの陽 性 反 応 が観 察 され た(Fig7.　FP
F-16)。
　 5.PGP　9.5の発現
　 軟 口蓋 で は,胎 生14日以 降 に陽 性細 胞 が観 察
(8)







　 有 郭 乳 頭 で は,胎 生18日にanti-PGP9.5陽性
反応 が認め られ,強 い陽 性反応 を示す細 胞 は,出
生後10日以降 に認 め られた(Fig.8,　F-18)。
　 茸状 乳 頭 で は,胎 生16日以降 に弱 い陽 性反応
を示 す細 胞 が認 め られた(Fig.8,　FPF-16)。
　 6.歯 胚の発現 と歯の萌 出時 期
　 エ ックス線 によ り下顎 臼歯 の歯胚 が確 認 され た
の は胎 生18日 で(Fig.9,　a),下顎 切歯 の萌 出開始
は生後10日で あ り(Fig.9,　b),臼歯萌 出の開始 が
確認 され たのは生 後15日で あった(Fig.9,　c)。











実験 の結果 において,胎 生11日の段 階から,味
覚受容体(遺 伝子〉の発現が確認できるが,組 織
標本では味蕾の形成が認められず,免 疫組織化学




　胎生14日では軟 口蓋 に味蕾の形成が認め られ,
さらに,α －gustducin,　mGluRも発現 していた。
(9)
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胎生16日では茸状乳頭にも味蕾の形成が認めら




に味蕾の形成 が認め られ,ま た,α-gustducin,
mGluRの発現 も確認された。
　以上の組織学的所見及び免疫染色結果 をまとめ




所 の 味 蕾 そ れ ぞ れ に お い て α－gustducin,





で有郭乳頭が形成 されは じめ,胎 生16～17日で
有郭乳 頭 内に神経 が結合 し,出 生直 後 に,抗
PGP9.5抗体 による標識細胞が観察 され,出 生後
14日以降は成熟マウスの味蕾と同等のPGP9.5染
色状態 がみ られ るとされ る。本研究 では,胎 生
14日目には軟口蓋の味蕾近辺にPGP9.5免疫反応
が観察 され,ま た,そ れ らが味蕾の基部付近にあ
ることから,味蕾内の細胞 というよりはその周辺




れている可能性 も推察 される。また,有 郭乳頭の
味蕾においても軟口蓋 と同様のPGP9.5免疫染色




い時期に観察 され,次 いで茸状乳頭,有 郭乳頭の
順に見出 され ることが判明 した。
　 一方,軟 口蓋の味蕾に関する免疫反応実験のこ
れまでの報告17)では,α －gustducinに対す る免
疫反応が茸状乳頭のそれより強 く,は るかに早 く











T1R3が一番強 くT1R2,　T1R1の順 に強 く反応 し
た。出生後にはT1R1が一番強 くT1R3,　T1R2の


















能 タ ンパ ク 質(α－gustducin)と味 覚 受 容 体
(mGluR)は,その発現が開始する順序は,軟 口蓋,
茸状乳頭,有 郭乳頭の順であった。
　 3.胎 生11日に味覚受容体遺伝 子は発現 し始
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